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ABSTRACT. The discovery of antimicrobial active compounds is one of the pressing things
in the world of medicine and the pharmaceutical industry, due to the increasing and wide-
spread resistance of pathogenic bacteria to existing antimicrobials. The Angsana plant (Pter-
ocarpus Indicus Willd) has been shown to have efficacy as a drug, so it has the potential to
be used as a source of natural antibiotics. This study aims to find out the types of endophytes
in various parts of the Angsana plant (Pterocarpus indicus Willd) through macroscopic and
microscopic identification and find out the activity of antimicrobial compound-producing en-
dophytic bacteria in Angsana plants. Bacterial purification techniques used streak plate and
spread plate methods. Antimicrobial activity tests were carried out using diffusion methods by
means of point inoculation. The results showed 29 isolates of endophytic bacteria isolated
from the Angsana plant (P. indicus Willd). From the roots as many as 11 isolates, stems as
many as 12 isolates, and leaves as many as 6 isolates. The result of Gram staining of Ang-
sana plant endophyte bacteria, obtained 22 bacterial isolates including Gram positive and 7
were Gram negative. There were 21 bacil-shaped endophyte bacterial isolates, 7 coccus-
shaped isolates and 1 coccobacilli-shaped isolate. The Angsana endophyte bacteria isolates
that have the potential to produce antimicrobial compounds as many as 20 isolates. Isolates
of Angsana plant endophyte bacteria form a bland zone in  S. aureus (10 isolates), E. coli
(17 isolates). Endophyte bacterial isolates that were able to inhibit the growth of bacteria S.
aureus and E. coli were 7 isolates.

Keywords: Angsana, Antimicrobial, Endophyte Bacteria,

ABSTRAK. Penemuan senyawa aktif antimikroba merupakan salah satu hal yang mendesak
dalam dunia kedokteran dan industri farmasi, karena semakin banyak dan meluasnya re-
sistensi bakteri patogen terhadap antimikroba yang ada. Tumbuhan Angsana (Pterocarpus
Indicus Willd) telah terbukti memiliki khasiat sebagai obat, sehingga berpotensi untuk dijadi-
kan sumber antibiotik alami. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui jenis-jenis endofit pa-
da berbagai bagian tumbuhan Angsana (P. indicus Willd) melalui identifikasi secara makros-
kopis dan mikroskopis dan mengetahui aktivitas bakteri endofit penghasil senyawa anti-
mikroba pada tumbuhan Angsana. Teknik pemurnian bakteri menggunakan metode streak
plate dan spread plate. Uji aktivitas antimikroba dilakukan dengan menggunakan metode
difusi dengan cara inokulasi titik. Hasil penelitian menunjukkan 29 isolat bakteri endofit yang
diisolasi dari tumbuhan Angsana (P.indicus Willd. ),dari akar sebanyak 11 isolat, batang
sebanyak 12 isolat, dan daun sebanyak 6 isolat. Hasil pewarnaan Gram bakteri endofit tum-
buhan Angsana, diperoleh 22 isolat bakteri termasuk Gram positif dan 7 merupakan Gram



http://u.lipi.go.id/1487061274
http://u.lipi.go.id/1516107966
mailto:hasnahbio18@gmail.com

negatif. Didapatkan 21 isolat bakteri endofit berbentuk bacil, 7 isolat berbentuk coccus dan 1
isolat berbentuk coccobacilli. Isolat bakteri endofit tumbuhan Angsana yang memiliki potensi
dalam menghasilkan senyawa antimikroba sebanyak 20 isolat. Isolat bakteri endofit tum-
buhan Angsana membentuk zona hambat pada S. aureus (10 isolat), E. coli (17 isolat). Iso-
lat bakteri endofit yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dan E. coli
sebanyak 7 isolat.

Kata kunci: Angsana, Antimikroba, Bakteri Endofit,
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1. PENDAHULUAN

Resistensi terhadap antibiotik telah menjadi masalah mendasar di klinik dan pen-
gobatan. Dampak resistensi antibiotik adalah meningkatnya morbiditas, mortalitas dan
biaya kesehatan. Bakteri patogen telah mampu merespon dengan menghasilkan keturun-
annya yang tidak lagi sensitif terhadap antibiotik tertentu. Bahkan terhadap berbagai ke-
lompok patogen, termasuk jamur dan bakteri, resisten terhadap beberapa antibiotik (mul-
tidrug resistance) (Cai et al., 2013). Diperlukan sumber zat baru yang memiliki aktivitas
antimikroba yang lebih baik agar masalah resistensi ini dapat diatasi. Potensi bahan alam
sebagai kandidat penghasil senyawa antimikroba baru sedang berkembang luas, salah
satunya adalah menggunakan tumbuhan yang berpotensi sebagai obat. Menurut (Elango
et al., 2012; Putri et.al., 2020), pemanfaatan tumbuhan akan menjadi sumber terbaik un-
tuk mendapatkan berbagai obat , sehingga tanaman harus dipelajari untuk lebih me-
mahami sifat-sifat tanaman terkait dengan keamanan dan kemanjurannya.

Tumbuhan Angsana (Pterocarpus indicus Willd) atau biasa disebut lansano oleh
orang minang merupakan salah satu tumbuhan yang telah dikenal berkhasiat sebagai
obat. Sebagian besar komponen kimia yang berasal dari tumbuhan yang digunakan se-
bagai obat atau bahan obat merupakan produk metabolit sekunder (Radji, 2005). Secara
tradisional Angsana telah digunakan untuk mengobati disentri dan diare. Ekstrak kulit
kayu Angsana di Filipina digunakan untuk pengobatan kusta dan flu. Selanjutnya, di Ma-
laysia sari akar tanaman ini digunakan untuk pengobatan penyakit sipilis. Daun angsana
juga digunakan untuk mengobati berbagai penyakit kulit seperti bisul, biang keringat, je-
rawat, luka, koreng, bisul (Susena et.al., 2013). Namun, penggunaan yang luas, me-
nyebabkan tumbuhan ini terancam menjadi punah. Pemanfaatan bakteri endofit menjadi
salah satu solusi untuk mengatasi masalah ini.

Bakteri endofit adalah mikroba yang hidup di jaringan internal tanaman hidup tanpa
menimbulkan efek negatif langsung yang nyata. Sifat bakteri endofit yang tidak berdam-
pak negatif terhadap jaringan tanaman menunjukkan kemungkinan adanya hubungan

simbiosis mutualisme antara bakteri endofit dengan inangny. Tumbuhan tingkat tinggi



dapat mengandung beberapa bakteri endofit yang mampu menghasilkan senyawa biolo-
gis atau metabolit sekunder yang diduga merupakan hasil ko-evolusi atau rekombinasi
genetik dari tanaman inangnya menjadi bakteri endofit (Radji, 2005). Berdasarkan pertim-
bangan tersebut endofit dapat menjadi sumber berbagai metabolit sekunder baru yang
berpotensi untuk dikembangkan di bidang medis, pertanian, dan industry (Goudaet.al.,
2016; Mukherjee et al., 2018).

Potensi bakteri endofit untuk menghasilkan senyawa antimikroba berupa tanaman
inang dan mengacu pada Rencana Induk Pengembangan (DMP) UIN Imam Bonjol Pa-
dang 2015-2039, bahwa penelitian tidak hanya dimaknai sebagai tradisi, tetapi juga harus
mampu menghasilkan produk yang berkualitas, memberikan hasil dan dampak yang luas
serta sejauh ini belum ada penelitian yang melaporkan pemanfaatan dan kandungan sen-

yawa aktif bakteri endofit yang diisolasi dari tanaman angsana.

2. METODE

Sampel akar, batang, dan daun Angsana diambil di sekitar kampus UNP Padang.
Sampel diambil dari tanaman Angsana yang berumur puluhan tahun dan tanaman Ang-
sana yang masih muda. Jaringan akar, batang, dan daun Angsana dipotong 1x1 cm. Se-
lanjutnya sterilkan permukaan dengan merendamnya dalam alkohol 70% selama 1 menit.
Potongan akar, batang, dan daun dicuci dengan aquades steril, kemudian dimasukkan ke
dalam hipoklorit (konsentrasi 1% dan 5%) selama 2 menit. Tahap selanjutnya, jaringan
direndam kembali dengan alkohol 70% selama 30 detik dan terakhir dicuci kembali
dengan aquades steril dan kering (Afifah et al., 2018).

2.1 1solasi dan Pemurnian Bakteri Endofit

Potongan akar, batang, dan daun, yang telah disterilkan permukaan, ditempatkan
ke dalam media, dengan cara tiga lembar jaringan diletakkan ke dalam cawan petri yang
sudah berisi media NA dengan posisi bagian dalam jaringan menempel pada media. Se-
lanjutnya, media yang berisi potongan jaringan akar, batang, dan daun angsana diinduksi
selama 24-48 jam pada suhu kamar. Bakteri yang tumbuh di sekitar jaringan dimurnikan
secara bertahap. Teknik pemurnian menggunakan metode streak plate dan spread plate
(Cappuccino dan Sherman, 2014). Teknik pemurnian menggunakan metode spread plate
(pengenceran 10 dan 10°). Sebanyak 100 pL suspensi bakteri yang sudah diencerkan
diinokulasikan ke dalam medium NA. Kultur diinkubasi selama 24-48 jam pada suhu
kamar. Setiap koloni yang tumbuh dimurnikan kembali sampai benar-benar menjadi koloni

tunggal. Setiap isolat yang telah murni disimpan dalam stok kultur.



2.2 Pembuatan Kultur Stok

Stok kultur dibuat pada media NA yang dimiringkan. Setiap koloni tunggal bakteri
yang tumbuh pada kultur murni kemudian digores satu ose pada medium miring sebagai
stok kultur bakteri. Bakteri digoreskan pada media dari pangkal secara zig-zag hingga
ujung medium. Kultur diinkubasi pada suhu kamar selama 24-48 jam (Jawetz et al.,
2013).

2.3 Identifikasi Bakteri Endofit
a) Pengamatan Makroskopis

Pengamatan morfologi koloni dilakukan pada setiap koloni yang tumbuh. Pengama-
tan koloni tunggal berupa bentuk koloni, warna, tepi, ukuran dan elevasi koloni bakteri.
Setiap bakteri endofit diamati di bawah mikroskop stereo dan difoto untuk dokumentasi.
b) Pengamatan Mikroskopis

Pengamatan mikroskopis dilakukan untuk menentukan jenis bakteri Gram positif
atau Gram negatif. Pengamatan mikroskopis juga dilakukan untuk mengamati bentuk
bakteri berdasarkan morfologi sel (kokus, batang dan batang spiral). Pewarnaan Gram

juga dilakukan pada bakteri uji, sebagai kontrol pada pewarnaan isolat bakteri endofit.

2.4 Uji Aktivitas Antimikroba

Aktivitas antimikroba diuji menggunakan metode difusi uji inokulasi titik. Mikroba uji,
yang kekeruhannya sudah disetarakan dengan standar McFarland's 0.5, diinokulasikan
ke dalam medium menggunakan cotton buds. Bakteri endofit diinokulasikan (duplo) ke
atas medium menggunakan jarum ose (Simarmata et al., 2007).

Aktivitas antimikroba ditentukan berdasarkan zona hambat yang terbentuk. Penga-
matan zona hambat dilakukan dari bagian bawah cawan petri dengan bantuan pantulan

cahaya.

2.5 Analisis Data

Data pengamatan dianalisis secara deskriptif dengan mengamati morfologi koloni
bakteri yaitu bentuk, tepi, elevasi, warna dan ukuran koloni. Pengamatan bentuk sel
dengan pewarnaan Gram. Diameter zona hambat yang terbentuk pada uji aktivitas anti-
mikroba oleh bakteri endofit angsana diukur dengan menggunakan jangka sorong selama

5 hari pengamatan.



3. HASIL DAN PEMBAHASAN

3.1 Angsana Plant Endophyte Bacteria Types Based on Macroscopic and Micro-
scopic Identification
a) Number of Endophytic Bacterial Isolates
Berdasarkan isolasi bakteri endofit yang telah dilakukan, diperoleh bakteri endofit
sebanyak 11 isolat pada akar, 12 isolat pada batang, dan 6 isolat pada daun tanaman
Angsana. Secara keseluruhan diperoleh 29 isolat dari bagian akar, batang, dan daun
tanaman Angsana (Tabel 1). Selanjutnya dilakukan identifikasi makroskopis dan mikros-

kopis untuk mengetahui jenis bakteri endofit.

Table 1. Bakteri yang diisolasi dari tumbuhan Angsana (Pterocarpus indicus Willd)

Jaringan Tipe Jaringan Jumlah Bakteri Endofit Kode Isolat Jumlah

Akar Didalam tanah (AA) 5 isolat AA 1l 11 isolat
AA 2
AA 3
AA 4
AA 5
Permukaan (AB) 6 isolat AB 1
AB 2
AB 3
AB 4
AB 5
AB 6

Batang Tua (BA) 7 isolat BA 1l 12 isolat
BA 2
BA 3
BA 4
BAS5
BA 6
BA 7
Muda (BB) 5 isolat BB 1
BB 2
BB 3
BB 4
BB 5

Daun Tua (DA) 4 isolat DA 1l 6 isolat
DA 2
DA3
DA 4
Muda (DB) 2 isolat DB 1
DB 2

Total Jumlah Bakteri Endofit 29
isolat




b) Identifikasi Makraskopis Bakteri Endofit

Hasil pengamatan morfologi koloni bakteri endofit dapat dilihat pada Tabel 2, Tabel

3 dan Tabel 4.

Tabel 2. Karakteristik Makroskopis Morfologi Koloni Bakteri Endofit Akar Angsana (Ptero-
carpus indicus Willd)

Kode Isolat Morfologi Koloni

Bentuk Tepian Elevasi Warna
AA 1l Circular  Undulate Flat Kuning
AA 2 Circular Entire Flat Putih susu
AA 3 Circular Entire Flat putih kekuningan
AA 4 Circular  Undulate Flat Kuning
AA S Iregular Lobate Flat Putih susu
AB 1 Circular  Undulate Flat Putih
AB 2 Circular  Undulate Flat Putih susu
AB 3 Circular Entire Flat Putih susu
AB 4 Irreguler Entire Raised Putih susu
AB 5 Circular Entire Raised Putih susu
AB 6 irreguler Berambut Flat Putih

Keterangan: AA : Akar di atas permukaan tanah (5 isolat), AB : Akar didalam tanah (6 isolat)

Tabel 3. Karakteristik Makroskopis Morfologi Koloni Bakteri Endofit Batang Angsana
(Pterocarpus indicus Willd)

Kode Isolat Morfologi Koloni

Bentuk Tepian Elevasi Warna
BA1 Circular Entire Flat Putih
BA 2 Circular  Undulate Flat Putih
BA 3 Circular Entire Flat Putih kekuningan
BA 4 Circular Lobate Raised Putih kekuningan
BAS Circular  Undulate Flat kuning
BA 6 Circular Undulate Flat kuning
BA7 Circular Entire Flat Kuning
BB 1 Iregular Undulate Flat Milk Putih
BB 2 Circular Undulate Flat Putih
BB 3 Iregular Filamentous Flat Putih
BB 4 Circular Entire Flat Putih susu
BB 5 Iregular  Undulate Flat Putih susu

Keterangan: BA : Batang Tua (7 Isolat), BB Batang Muda (5 Isolat)



Tabel 4. Karakteristik Makroskopis Morfologi Koloni Bakteri Endofit Daun Angsana (Ptero-
carpus indicus Willd)

Kode Isolat Morfologi Koloni

Bentuk Tepian Elevasi Warna
DA1 Circular Undulate Umbonate Putih
DA 2 Circular Entire Flat Kuning
DA 3 Circular Undulate  Raised Putih kekuningan
DA 4 Irregular  Undulate Raised Putih
DB 1 Iregular  Lobate Flat Putih susu
DB 2 Circular  Undulate Flat Putih

Keterangan DA : Daun Tua (4 isolates), DB : Daun Muda (2 isolates)

c) ldentifikasi Mikroskopis Bakteri Endofit Angsana (Pterocarpus indicus Willd)
Bakteri endofit yang berhasil diisolasi dari tanaman Angsana sebanyak 29 isolat. Bak-
teri endofit diisolasi dari akar sebanyak 11 isolat, batang sebanyak 12 isolat, dan daun
sebanyak 6 isolat. Berdasarkan hasil pewarnaan Gram bakteri endofit tanaman angsana,
diperoleh 22 isolat merupakan bakteri Gram positif dan 7 isolat Gram negatif. Terdapat 21
isolat bakteri endofit berbentuk basil, 7 isolat berbentuk coccus dan 1 isolat berbentuk

coccobacilli (Tabel 5).

Table 5. Hasil Pewarnaan Gram dan Pengamatan Mikroskopis Bakteri Endofit Angsana

. Kode Bentuk . Kode Bentuk
Jaringan Isolat Gram Sel Jaringan Isolat Gram Sel
Outer AA 1l Negative  Coccus Oold DA 1 Positive Bacil
Root AA 2 Positive Bacil Leaves DA 2 Positive Bacil

AA 3 Positive Bacil DA 3 Positive Bacil

AA 4 Negative  Cocco- DA 4 Positive Bacil

bacilli Young DB 1 Positive Bacil

AA5 Negative  Bacil Leaves DB 2 Positive Bacil

Deep AB 1 Negative  Coccus old DA1 Positive Bacil
Roots AB 2 Positive Bacil Leaves DA 2 Positive Bacil
AB 3 Positive Bacil DA 3 Positive Bacil

AB 4 Positive Bacil DA 4 Positive Bacil

AB 5 Positive Bacil Young DB 1 Positive Bacil

AB 6 Positive Bacil Leaves DB 2 Positive Bacil




3.2 Aktivitas Antimikroba Bakteri Endofit Angsana

Isolasi bakteri endofit batang tanaman angsana yang berpotensi menghasilkan
senyawa antimikroba sebanyak 20 isolat. Isolat bakteri endofit batang tanaman angsana
membentuk zona hambar pada S. aureus (10 isolat), E. coli (17 isolat). Isolat bakteri
endofit yang mampu menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dan E. coli sebanyak 7
isolat. Aktivitas antimikroba diuji menggunakan metode difusi inokulasi titik. Kemampuan
menghasikan senyawa aktif antimikroba dilihat berdasarkan zona hambat yang terbentuk
(Gambar 1).

Gambar 1. Aktivitas senyawa antimikroba bakteri endofitendofit tanaman Angsana (a)
Bakteri endofit menghasilkan zona hambar (b) Bakteri endofit tidak menghasilkan zona

hambat

Hasil uji aktivitas antimikroba terhadap S. aureus dan E. coli diketahui 20 isolat
bakteri endofit memiliki aktivitas antimikroba. Sembilan isolat bakteri endofit yang tidak
memiliki aktivitas antimikroba adalah isolat AA 5, AB 1, AB 4, AB 5, AB 6, BA 5, BA 7,
BB1, BB 5. Isolat bakteri endofit yang memiliki aktivitas antimikroba paling banyak ter-
hadap E. coli (17 isolat). Isolat bakteri endofit yang memiliki aktivitas antimikroba terhadap
S. aureus sebanyak 10 isolat (Tabel 6).

Distribusi mikroba endofit pada tanaman bervariasi. Pada penelitian ini bakteri
endofit yang memiliki aktivitas antimikroba banyak ditemukan pada jaringan batang dan
daun. Hasil penelitian ini tidak jauh berbeda dengan penelitian yang dilakukan oleh (Afifah
et al., 2018; Handayani et al., 2020; Putri et.al., 2018; Yandila et.al., 2018), dimana bakteri
dan jamur endofit penghasil senyawa antimikroba juga banyak diisolasi dari jaringan
batang dan daun dibandingkan dengan yang diisolasi dari akar.

Aktivitas antimikroba yang dihasilkan bakteri endofit Angasno pada penelitian ini
paling banya terhadap bakteri Gram Negatif. Perbedaan aktivitas antimikroba yang
dihasilkan oleh bakteri endofit dipengaruhi oleh banyak faktor. Perbedaan struktur
mikroba uji menentukan aktivitas suatu senyawa aktif antimikroba. Menurut (Brooks et.al.,
2013), bakteri secara umum dikelompokkan menjadi dua jenis, yaitu Gram positif dan

Gram negatif. Perbedaan jenis bakteri ini didasarkan pada komposisi dinding selnya,
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dimana bakteri Gram positif memiliki dinding sel lebih tebal dibandingkan Gram negatif.
Perbedaan struktur sel akan mempengaruhi aktivitas antimikroba. Menurut (Chin et.al.,
2023; Greenwood et.al., 1995) setiap senyawa aktif antimikroba bekerja secara spesifik

pada bagian sel bakteri.

Tabel 10. Bakteri Endofit Angsana yang Memiliki Potensi Menghasilkkan Senyawa

Antimikroba
Jaringan Kode Isolat Aktivitas antimikroba
S. aureus E. coli
Akar AA 1l - 0,1
AA 2 0,85 0,975
AA 3 1,55 0,425
AA 4 1,65 -
AA 5 - -
AB 1 - -
AB 2 0,97 0,112
Batang AB 3 - 1,475
AB 4 - -
AB 5 - -
AB 6 - -
BA 1 1,575 1,25
BA 2 - 0,575
BA 3 0,15 -
BA 4 - 0,25
BA 5 - -
BA 6 0,15 -
BA 7 - -
BB 1 - -
Daun BB 2 0,85 1
BB 3 - 0,15
BB 4 - 1,2
BB 5 - -
DA 1 - 0,35
DA 2 - 0,375
DA 3 0,75 0,15
DA 4 - 0,2
DB 1 - 0,7
DB 2 0,225 1,1

Produksi senyawa aktif antimikroba oleh bakteri dilakukan melalui proses
fermentasi. Untuk mendapatkan kondisi terbaik, fermentasi bakteri endofit dalama
menghasilkan senyawa antimikroba perlu dioptimasi. Penelitian yang dilakukan oleh
(Nofion et al., 2018) menunjukan bahwa fermetnasi bakteri endofit Andalas dalam
menghasilkan senyawa antimikroba terbaik menggunakan medium laktosa broth. Pada
penelitian ini, belum dilakukan optimasi kondisi fermentasi, sehingga perlu dilakukan pada
penelitian selanjutnya.
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4. KESIMPULAN

Bakteri endofit Angsana berhasil diisolasi sebanyak 29 isolat, masing-masing 11
isolat dari akar, 12 isolat dari batang, dan 6 isolat dari daun. Dari total bakteri yang
diisolasi, 22 isolat bakteri merupakan Gram positif dan 7 isolat Gram negatif. Terdapat 21
isolat bakteri endofit berbentuk basil, 7 isolat berbentuk coccus dan 1 isolat berbentuk
coccobacil. Bakteri endofit Angsana penghasil senyawa antimikroba yang menghambar
bakteri Gram positif sebanyak 10 isolat, menghambat bakteri Gram negatif sebanyak 17
isolat dan 7 isolat dapat menghambat pertumbuhan bakteri Gram positif dan negatif. Se-
lanjutnya diperlukan penelitian untuk mengoptimasi fermentasi sehingga diketahui kondisi

terbaik bakteri endofit Angsana dalam menghasilkan senyawa antimikroba.
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